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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace se zabyva syntézou stavebnich blokli na bazi 1-adamantyl
benzylaminu s potencidlem pro cilenou modifikaci biologickych latek. V teoretické Casti
jsou nejprve predstaveny latky obsahujici benzylaminovy motiv vyuzivané v klinické praxi
nebo podstupujici klinické testovani, jako naptiklad amoxicilin, (R)-roskovitin ¢i
rivastigmin. Dale jsou popsany moznosti syntéz latek piedstavenych v predchozi Casti.
V experimentalni ¢asti jsou uvedeny postupy provedenych syntéz a poskytnuty zakladni
spektralni charakteristiky ptipravenych slouc¢enin. V diskuzni ¢asti jsou komentovany nejen

uspesné provedené syntetické kroky, ale také komplikace spojené s bromaci slouceniny 4a.

Kli¢ové slova: adamantan, benzylamin, syntéza, modifikace bioaktivnich latek, nuklearni

magnetickd rezonance

ABSTRACT

This bachelor's thesis deals with the synthesis of building blocks based on 1-adamantyl
benzylamine with the potential for goal-directed modification of biologically active
compounds. In the theoretical part, compounds containing the benzylamine motif used in
clinical practice or undergoing clinical testing, such as amoxicillin, (R)-roscovitine or and
rivastigmine, are first presented. Further, the possibilities of synthesis of the compounds
presented in the previous chapter are described. In the experimental part, the procedures of
the performed syntheses are presented and the basic spectral characteristics of the prepared
compounds are provided. In the discussion part, not only the successfully performed
syntheses are commented, but also the complications associated with the bromination of

compound 4a are described in detail.

Keywords: adamantanem, benzylamine, synthesis, modification of biologically active

compounds, nuclear magnetic resonance
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UvVOD

Benzylaminovy motiv pfedstavuje relativné Casto se vyskytujici motiv ve struktuie fady
biologicky aktivnich latek vykazujicich riiznorodé ucinky. Jako piiklad mohou byt uvedena
B-laktamové antibiotika, inhibitory cyklin-dependentnich kindz nebo 1é¢iva vyuzivana pro
zmirnéni uc¢inkGt Alzheimerovy choroby v Casnych stadiich nemoci. S benzylaminovym
motivem se Ize setkat také ve struktuie latek, které jsou vyuzivané jako herbicidy, pesticidy,

insekticidy nebo hormony regulujici rust rostlin.

Tato  bakalaiské  prace se  zaméfuje na  syntézu  N-(l-adamantyl)-3/4-
(aminomethyl)benzamidu a  N-(3/4-aminomethyl)benzyl)adamantan-1-aminu.  Tyto
slou¢eniny budou budoucnu vyuzity jako stavebni bloky pro naslednou modifikaci
biologicky aktivnich latek, ktera bude realizovana v rdmci mého navazujiciho magisterského
studia. V teoretické ¢asti predlozené prace jsem se nejprve zabyval popisem zastupcl
sloucenin obsahujicich benzylaminovy motiv vyuZivanych v klinické praxi nebo
podstupujicich rizné faze klinického hodnoceni. Ve druhé ¢asti jsem se zaméfil na moznosti
syntéz sloucenin predstavenych prvni ¢asti, kdy snahou bylo ptedstavit syntézy od ptipravy
vychozich latek po nésledné vyuziti ekologicky Setrnych a ekonomicky méné narocnych
syntetickych postupil. V experimentalni ¢asti jsou popsany provedené syntézy s uvedenim
zakladnich spektralnich charakteristik pfipravenych sloucenin. Ziskané vysledky jsou
podrobné diskutovany v posledni Casti pfedlozené prace se zaméfenim se na vysledky
ziskané pomoci instrumentalnich metod, jako je NMR spektroskopie, hmotnostni
spektrometrie a infracervené spektrometrie. Diskutovany nejsou jen syntézy zdafilé, ale
také, coz neni v Zivoté organického chemika ni¢im neobvyklym, také fada experimentt,

které nedopadly podle piivodniho ocekéavani.
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I. TEORETICKA CAST
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1 VYUZITI SLOUCENIN NA BAZI BENZYLAMINU V KLINICKE
PRAXI

1.1 pB-Laktamova antibiotika

Antibiotika obecné nazyvame chemické latky produkované mikroorganismy, které maji
baktericidni nebo bakteriostatické¢ ucinky. Do oblasti antibiotik spadaji i semisynteticka
a synteticka 1é¢iva s témito Gcinky. [1] Typickym strukturnim rysem téchto antibiotik je -
laktamovy kruh kondenzovany heterocyklem. Kondenzovany heterocyklus muze byt
reprezentovan thiazolidinem (penamovy skelet) nebo dihydrothiazinem (cefemovy skelet),
jak je znazornéno na Obrazku 1. Nejdéle pouzivanymi antibiotiky tohoto typu jsou peniciliny

izolované z plisni Penicillium nonatum nebo Penicillium chysogenum. [2]

H H H H

RYN * s R%N =S
I < ISP
» S
g’ OH 07 “OH
penemovy skelet cefemovy skelet

Obrazek 1. Obecna struktura penemového a cefemového skeletu.

B-Laktamova antibiotika plisobi na bunécnou sténu bakterii. Tato antibiotika inhibuji enzym
transpeptidazu, ktery je jednim ze 30 enzymu katalyzujicich biosyntézu peptidoglykanu.
Peptidoglykan je soucasti bunécné stény vétSiny bakterii. Vzhledem k tomu, Ze se
peptidoglykan a transpeptidazy nenachazi v eukaryotickych bunikach, zajistuji f-laktamova

antibiotika selektivni toxicitu k bakteriim. [1]

1.1.1 Semisyntetické peniciliny

Tato antibiotika jsou pfipravovana modifikaci postranni amidové skupiny penicilinu G.
Existuje pét kategorii semisyntetickych penicilini: antistafylokokové peniciliny,
aminopeniciliny, karboxypeniciliny, acylureidopeniciliny a peniciliny odolné proti (-
laktamaze. [3] Jednim takovym derivatem, obsahujicim benzylaminovy motiv, je ampicilin
(Obréazek 2), ktery je na trhu jiz od roku 1961. Diky primarni aminoskupiné umisténé mezi

aromatickym jadrem a amidovou vazbou je stabilni v kyselém prostiedi, coz zvysilo jeho
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stabilitu oproti penicilinu G. Dalsi vyhodou plynouci z pfitomnosti primarni aminoskupiny
je zvySeni hydrofility. Se zvySenou hydrofilitou prostupuje ampicilin 1épe pres bunétné
stény bakterii. Diky témto vlastnostem se ampicilin stdva antibiotikem se Sirokospektralnim
ucinkem. Nejbéznéji se podava peroralné. Zavedeni hydroxylové skupiny do pozice para
benzenového kruhu vedlo k objevu amoxicilinu (Obrazek 2), uvedeného na trh v roce 1964.
Amoxicilin mé identické ucinky jako ampicilin. Jeho vyhodou, kterd je zplsobena

pritomnosti hydroxylové skupiny, je rychlejsi vstiebavani oralnim podanim. [1]

NH, H H NH,
N —aS H H
Tio<o “;r: Sy oH
0 N CH 3
o A O o) N\><CH3
7 0 P
o’ OH 5/ ~oH
ampicilin amoxicilin

Obrazek 2. Struktura ampicilinu a amoxicilinu.

1.1.2 Cefalosporiny

Nazev této skupiny B-laktamovych antibiotik je odvozen od hub rodu Cephalosporium, ze
kterych jsou izolovany. [2] Cefalosporiny jsou vyuZivany pii mirnych az tézkych infekénich
onemocnénich. Cefalosporiny obsahuji cefemovy skelet. Atomy uhliku polohach 3 a 7
umoziuji pfipojeni variabilnich postrannich fetézcu, coz vede k Siroké Skéle antibakterialni
aktivity a zlepSuje strukturni stabilitu proti enzymim skupiny B-laktamaz. [4] Pfitomnost
Sesti¢lenného sirného heterocyklu snizuje pnuti B-laktamového kruhu, coz ¢ini tuto skupinu
latek odolng&jsi proti nukleofilni adici a hydrolyze, ve srovnani s penicilinem. [1] Do prvni
generace cefalosporinovych antibiotik s benzylaminovym motivem se fadi cefalexin
a cefadroxil (Obrazek 3). Cefalexin je obdobou ampicilinu a cefadroxil je obdobou
amoxicilinu. [1] Cefalexin mé& dobry Ucinek proti grampozitivnim bakteriim, né¢kterym
druhtim gramnegativnich bakterii a anaerobnich bakterii. [1] Klinicky se pouziva pfi
infekcich dychacich cest, zanétech stfedniho ucha ¢i infekcich ktize. [5] Cefadroxil ma
podobné ucinky jako cefalexin. [1] Klinicky se pouziva k 1é€b€ anginy, tonzilitidy,

tracheitidy, pneumonie a zanétu sttedniho ucha. [6]
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NH, NH,
H H
WN Hs /@/HTN Hs
0] O];L// CH, HO 0 Oj;l\‘l// CHs
O~ OH O~ "OH
cefalexin cefadroxil

Obrazek 3. Struktura cefalexinu a cefadroxilu.

1.2 Inhibitory cyklin-dependentnich kinaz

Cyklin-dependentni kinazy (CDKs) jsou enzymy ze skupiny proteinkinaz, které se ti¢astni
dalezitych procest, jako je bunéény cyklus, transkripce, ,,sestfih* (z angl. splicing) intront
a exonu. Zajistuji naptiklad rovnomeérnou replikaci DNA do obou dcefinych bun¢k béhem
procesu bunécného déleni. Porucha jakéhokoli procesu bunééného cyklu nebo transkripce
vede k apoptdze. Pokud neni tato porucha opravena, mize vést k fadé nemoci. Jedna se
zejména o nadorova onemocnéni, neurodegenerativni choroby nebo o mrtvici. V lidském
genomu se vyskytuje 20 skupin CDKs. [7] CDKs patii do skupiny heterodimernich
serin/threonin protein kindz, jejichz tlohou je aktivace nebo deaktivace proteinii pomoci
pienosu fosfatové skupiny fosforylaci. Fosforylace se Gc€astni molekula ATP, ze které se
odsteépi fosfatova skupina za vzniku ADP. Fosfatova skupina se navdze na hydroxylovou
skupinu serinu nebo threoninu cileného proteinu. [7] CDKs se skladaji z katalytické a cyklin
aktivujici podjednotky. [8] Aktivita CDKs je regulovana jejich asociaci s cyklin aktivujici
podjednotkou, kterd je tvofena proteiny (cykliny), kdy bez pfisluSného cyklinu je enzym
~ 40 000krat méné¢ aktivni neZ v nekovalentnim heterodimernim komplexu. Béhem bunécné
proliferace je bunice pfitomno 29 cyklinid. Néazev cyklini je odvozen z faktu, Ze jejich
koncentrace cyklicky kolisa béhem bunécného cyklu. CDKs jsou, kromé cyklinii, dodatecné
kontrolovany fadou kinaz a fosfataz. Vhodnym piikladem takového pozitivniho regulatoru
je kindza aktivujici CDKs, ktera je zndma tim, Ze fosforyluje threoninové zbytky na
aktivnich mistech CDKs. Negativni regulacni proteiny, zndmé také jako endogenni

inhibitory CDKs, reaguji pfimo s CDKs tim, Ze blokuji progresi bunécného cyklu. [7]
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1.2.1 Prtiklady inhibitori CDKs s purinovym skeletem

Puriny jsou molekuly bézn€¢ se vyskytujici zivych organismech. Guanin a adenin, dva
z nejbéznéjSich purinovych derivati, jsou zakladnimi slozkami bazi nukleovych kyselin,
kofaktord, signdlnich molekul a makroergnich sloucenin. Skelet nizkomolekularnich
inhibitori CDKs na bazi purinl je zpravidla substituovan v pozicich 2, 6 a 9 (Obrazek 4).
Diivodem je zvySeni afinity k vazebnému mistu bunécného receptoru. [9] Inhibi¢ni
mechanismus je ddvan do souvislosti se strukturou podobnou ATP. Jedna se o inhibici
kompetitivni, kde inhibitor soutézi s ATP o vazebné aktivni misto piislusné CDKs. [10]
Jednim z prvnich popsanych nizkomolekuldrnich inhibitori CDKs na bazi purinu je
olomoucin. Olomoucin pisobi selektivné proti CDK1, CDK2, CDKS5 a CDK?7. [11] Dals§im
zastupcem je (R)-roskovitin znamy jako Seliciclib nebo CY-202. Jedna se o inhibitor se
Sirokou pusobnosti, ktery inhibuje CDK1, CDK2, CDK5, CDK7, a CDKO9, avsak je také
slabym inhibitorem CDK4, CDK6 a CDKS. (R)-roskovitin je Siroce pouzivanym inhibitorem
jak v zakladnim vyzkumu bunécéného cyklu, tak ve vyzkumu novych potencialnich 1é¢iv.
[11] Byl testovan v nékolika klinickych studiich jako potencidlni 1ék k 1é€bé nadorovych
onemocnéni,  neurodegenerativnich ~ chorob,  polycystické  choroby  ledvin
a glomerulonefritidy. [10] Modifikaci (R)-roskovitinu tim, zZe byl nahrazen atom vodiku za
hydroxylovou skupinu v poloze ortho benzylaminového kruhu, byl pfipraven olomoucin I,
ktery inhibuje CDK1, CDK2 a CDK7 tadove¢ stejné jako (R)-roskovitin, ale CDK9 inhibuje
10x ucinngji néz (R)-roskovitin. [12] (R)-CRS8 je také derivatem (R)-roskovitinu, ktery ma
v para poloze benzylaminového skeletu navdzan pyridin. (R)-CR8 inhibuje CDK1 a CDKS5
ucinnéji nez (R)-roskovitin. [13] Strukturni vzorce vybranych purinovych inhibitord CDKs

jsou znazornény na Obrazku 5.

Obrazek 4. Obecna struktura purinového skeletu a moznosti jeho substituce.
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Obrazek 5. Struktura vybranych purinovych inhibitort CDK.

1.3 Léciva Alzheimerovy choroby

Alzheimerova choroba je neurodegerativni onemocnéni, které postupné naruSuje funkci
mozku, zejména pamét’ a kognitivni schopnosti. [14] Dosud nebyla pfimo objasnéna pfi¢ina
vzniku Alzheimerovy choroby. Bylo vSak zji§téno, Ze na vzniku pamétové stopy v centru
operacni paméti v mozku se vyznamng podileji cholinergni transmise nervovych signald.
Poznani se souvislosti mezi deficitem acetylcholinu v centralni nervové soustaveé a vznikem
ptiznakl Alzheimerovy choroby vedlo ke studiu moZnosti vyuZiti inhibitorti cholinesterazy
ke zpomaleni postupu této nemoci. [2] Cholinesterazy jsou skupinou enzymu, které
katalyzuji hydrolyzu esterii cholinu. Existuji dva typy enzymu cholinesterazy, a sice
acetylcholinesteraza a butyrylcholinesteraza. [14] Acetylcholinesteraza se nachazi prevazné
v mozku, svaloving, erytrocytech a cholinergnich neuronech. Hlavni roli
acetylcholinesterazy je regulace fyziologickych udalosti, tim ze hydrolyzuje neurotransmiter
acetylcholin v cholinergnich synapsich. Butyrylcholinesterdza se nachazi v tenkém stieve,
jatrech, ledvinach, srdci, plicich, séru a hraje hlavni roli v metabolismu sloucenin
obsahujicich esterovou funk¢ni skupinu. Butyrylcholinesterdza mize také prevzit roli
acetylcholinesterdzy pti degradaci acetylcholinu, kdyz je acetylcholinesteraza inhibovéana

nebo chybi. [15]
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1.3.1 Donepezil

Pro zmirnéni piiznakti mirné az stfedné tézké formy Alzheimerovy nemoci se pouziva
donepezil (Obrazek 6), ktery je FDA (z angl. Food and Drug Administration) schvalen od
roku 1966. [15] Jeho podani vyznamné¢ zpomaluje postup nemoci a mtize oddalit az o nékolik
rokll néstup jejiho tretiho stadia, kdy dochazi k celkovému rozpadu osobnosti pacienta. [2]
Oproti takrinu, diive pouzivanému lé¢ivu, je u¢innéj$i a nemd zavazné nezadouci ucinky.
Jedna se o selektivni nekompetitivni inhibitor s vysokou afinitou k acetylcholinesteraze. [14]
Pomér 50% koncentrace inhibitoru (ICso) pro butyrylcholinesterazu ku acetylcholinesteraze
je 405:1. [15] Donepezil je pievazné metabolizovan cytochromem P540 na produkty

hydrolyzy a oxidaéni produkty. Eliminace donepezilu probiha pfevazné renalni cestou. [14]

0]

@\,N OCH;

OCH;
donepezil

Obrazek 6. Struktura donepezilu.
1.3.2 Rivastigmin

Rivastigmin, ktery byl schvalen agenturou FDA v roce 2000 pro 1é¢bu Alzheimerovy
choroby, je jednim z nejicinngjSich pripravkl potlacujicich ptiznaky této choroby v ranych
stadiich. Je rovnéz Uc¢inny pii 1é€bé Parkinsonovy choroby anebo pii demenci s Lewyho
télisky. [16] Pisobi jako  dualisticky inhibitor pro  acetylcholinesterdzu
a butyrylcholinesterdzu, pfedevSim v centrdlni nervové soustavé. Jedna slouceninu
karbamatového typu (strukturné odvozena od kyseliny aminomethanové, tedy kyseliny

karbamové) obsahujici ve své struktuie benzylaminovy motiv (Obrazek 7). [17]

rivastigmin

Obrazek 7. Struktura rivastigminu.
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1.4 Dalsi priklady vyuziti benzylaminového motivu

1.4.1 Isokarboxazid

Isokarboxazid (Obrazek 8), znamy také jako Marplan, je antidepresivum hydrazinového
typu, schvalené vroce 1959 FDA. [18] Pouzivan je k1écbé rezistentnich depresi
a uzkostnych poruch. Patti do skupiny neselektivnich inhibitori monoaminooxidaz. Tyto
inhibitory zvySuji hladinu monoaminovych neurotransmiterti, jako jsou naptiklad serotin,

dopamin a noradrenalin. [19]

@J g

N _N,

H L9

CH3
isokarboxazid

Obrazek 8. Struktura isokarboxazidu.

1.4.2 Acetamiprid

Jedna se o insekticid, ktery patfi mezi neonikotinoidy a pouZiva na ochranu plodin proti
hmyzim Sktidciim nebo na ochranu domacich zvitat proti blecham. Neonikotinoidy funguyi
jako agonisté nikotinovych acetylcholinovych receptort a jejich vysoka toxicita vii¢i hmyzu
je pfic¢itana selektivni vazebné afinité k hmyzim nikotinovym acetylcholinovym receptortim.
[20] Ve struktufe tohoto insekticidu je benzenovy kruh nahrazen pyridinovym (Obrazek 9),

jedna se tedy o bioisoster. [21]

cl NS CH3 CH
cHs CHs
\L;\/N\/L\N///

acetamiprid

Obrazek 9. Struktura acetamipridu.
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1.4.3 6-Benzyladenin

6-Benzyladenin neboli 6-beznylaminopurin (Obréazek 10) je synteticky cytokinin, ktery hraje
dalezitou roli pfi regulaci rostlinnych odpovédi na abioticky stres. Vyuzivany je jako
regulator rastu rostlin. Cytokininy patfi do skupiny rostlinnych hormonti. [22] Jejich funkci
je napiiklad kontrola bunééného déleni, zapojeni udalosti do procesu ristu a vyvoje rostlin,

fotosyntézy, mobilizace Zivin a dalsi. [23]

HN
NN
L

N
N H
6-benzyladenin

Obrazek 10. Struktura 6-benzyladeninu.
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2 PRIPRAVA SLOUCENIN NA BAZI BENZYLAMINU

2.1 Priprava p-laktamovych antibiotik

2.1.1 Priprava 6-aminopenicilanové kyseliny a 7-aminocefalosporanové kyseliny

Vychozi slouceninou pro pfipravu p-laktamovych antibiotik je 6-aminopenicilanova
kyselina (6-APA) a 7-aminocefalosporanova kyselina (7-ACA). 6-APA je ziskavana pomoci
deacetylace amidové skupiny penicilinu G. Nejdiive byla ziskavana chemickym S§tépenim
dle Delfta. Prvnim krokem tohoto $tépeni je ochranéni karboxylové skupiny v poloze 3 a to
za pouziti trimethylsilylchloridu. Po ochranéni se musi pro selektivni §tépeni sekundérni
amidové vazby provést transformace amidové skupiny na imidoylchlorid pomoci chloridu
fosfore¢ného. Nukleofilni substituci imidoylchloridu se pfipravi iminoether za ucasti
butanolu jako nukleofilniho ¢inidla. Poslednim krokem je hydrolyza a odstranéni chrénici

skupiny. Konvenéni cestou ziskana 6-APA se pohybuje ve vytézku 55-60 %. [24]

(CH;,)gSlCI

CH; CH; PCls CHj;
m IQ< —— @/\m )T_U%Ha r ;Q<
//“OH
SI Sl
penicilin G HaC CI—|C3H3 HAC' CHCE\HS
CHy(CH,)30H
~40°C

Ii%?ﬁi ~ ©/\r I(xz:z

O/“ OH //‘“0
B-APA HC S(IJHiHa

Obrazek 11. Schéma syntézy 6-APA.

Mezi hlavni nevyhody vySe popsaného zplsobu piipravy 6-APA patii pouziti zdravi
Skodlivych chemikalii, vysoké energetické naroky, nizka ekologickd Setrnost ¢i nizsi
selektivita reakci. Z téchto divoda se zacaly pro ptipravu 6-APA vyuzivat enzymy ze
skupiny penicilin acylaz. [25] Vyvoj technik rekombinace DNA a proteinového inZenyrstvi
umoznil pfipravu a rozSifené vyuziti upravenych enzymi s pozadovanou specifitou

substratu, enzymovou aktivitou a stabilitou. Diky tomu jsou vytézky velmi dobré a pohybuji
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se okolo 80-85 %. [26] Analogicky se ziska 7-aminocefalosporanova kyselina, kterd se

enzymaticky zpracovava z cefalosporinu C.

H
N]r—rH S._cH J;r CH
3 3
mo N\._)<CH3 pemcnhn G acylaza \)<CH3

o oH srC //‘OH

penicilin G 6-APA

Obrazek 12. Schéma enzymatické piipravy 6-APA.

2.1.2 Priprava stavebnich blokii bo¢nich Fetézci

Stavebni blok pro ampicilin je fenylglycin. Jednou z moZnosti jeho ptipravy je nukleofilni
substituce o-bromkyseliny probihajici mechanismem Sn2 pomoci NHj;. a-Bromkyseliny

jsou piipravovany pohodIné z karboxylovych kyselin reakci s Br a PCls. [27]

Br H-N
2
OH NH; OH

Obrazek 13. Schéma nukleofilni substituce a-halogenové kyseliny.

Dalsi z moznosti ptipravy je Streckerova syntéza, kdy se jedna o ptipravu fenylglycinu
z amoniaku (prekurzor aminu), kyanidu (prekurzor karboxylu) a aldehydu. Tato reakce je
v podstaté¢ iminovym analogem tvorby kyanhydrinu. Vznikly a-aminonitril 1ze poté kysele

nebo bazicky hydrolyzovat na aminokyselinu. [27]

N
o Il 0
_ 1. NH; H N ;K
2. HCN H2N HOLH,0 OH
—— ——

Obrazek 14. Schéma Streckerovy syntézy.
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Jako poslednim piikladem moznosti pfipravy je Gabrielova syntéza pomoci ftalimidu
draselného. Protoze ftalimidem substituovany malonovy ester ma kysely vodik aktivovany
dvéma esterovymi skupinami, tento vodik miize byt substituovan brombenzenem. Nakonec
zasadami katalyzovand hydrolyza ftalimidové casti a esteri, nasledovana okyselenim

a termalni dekarboxylaci, produkuje odpovidajici aminokyselinu. [28]

0] O
COOCHCHj3 COOCH,CH
NOK® + Br—( —_— N— °
COOCH.CH, COOCH,CH;
0]

(0]
l NHOCQHS

0 @]
COOCH,CHj3 . COOCH-CH
Br—Ph 2113
N—Ph - N—@
COOCH,CHj3 COOCH,CH4
© 0 Na®
1. NaOH, H50,
2. HCI, A
(0]
HoN OH

Obrazek 15. Schéma Gabrielovy syntézy.

2.1.3 Konecna priprava pB-laktamovych antibiotik (ampicilinu)

Kone¢néd piiprava ampicilinu mizZe probihat acylaci aminové skupiny 6-APA pomoci
chloridu fenylglycinu nebo se kondenzuje piimo s fenylglycinem pomoci

dicyklohexylkarboimidu (DCC).[2]
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Obrazek 16. Schéma kone¢né pfipravy B-laktamovych antibiotik.

2.2 Priprava inhibitori cyklin-dependentnich kinaz

2.2.1 Priprava 2,6-dichlorpurinu

Vychozi latkou pro ptipravu CDK inhibitorti se nejcastéji pouziva 2,6-dichlorpurin CDI1.
Ptiprava CDI1 zacina tim, Ze se komercn¢ dostupny guanin chloruje pomoci POCI;
a dimethylformamidu (DMF) v 1,2-dichlorethanu, ¢imz vznikd meziprodukt CDI2.
Nasleduje kyseld hydrolyza CDI2 pomoci 12% kyseliny octové za vzniku CDI3, u kterého
je provedena alkalicka hydrolyza pomoci 10% NaOH a vznikda CDI4. V poslednim kroku
je pomoci NaNO> pfevedena primarni aminova skupina na C2 na skupinu diazoniovou, ktera
je nasledné pomoci ZnCl> a koncentrované HCI substituovana atomem chloru za vzniku

CDI1 s vytézkem 47 %. [29]
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Obrazek 17. Schéma piipravy 2,6-dichlorpurinu.

Nutno podotknout, Ze 2,6-dichlorpurin je béZzné dostupnou a ekonomicky nepfili§ ndkladnou
chemikalii, z ¢ehoz plyne, Ze vétsSina vyzkumnych skupin zabyvajicich se syntézou této

skupiny latek si 2,6-dichlorpurin nesyntetizuje, ale kupuje z komer¢nich zdrojt.

2.2.2 Moznosti pripravy inhibitora CDK

Jako prvni ptiklad bude popsana jedna zcest vedoucich k ptipravé (R)-roskovitinu.
V prvnim kroku je u CDI1 atom chloru pozici C6 substituovan benzylaminem za ptitomnosti
triethylaminu v butanolu. Vznikly CDI5 byl podroben regioselektivni alkylaci 2-
brompropanem v piitomnosti K2CO3 za vzniku CDI6. V poslednim kroku byla provedena
nukleofilni aromaticka substituce atomu chloru na C2 pomoci (R)-2-aminobutanolu, ¢imz

byl ziskan (R)-roskovitin s vytézkem 89 %. [30]
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Obrazek 18. Schéma piipravy (R)-roskovitinu.

Druhd moZnost piipravy nizkomolekularnich inhibitort CDKs je ukézana na olomoucinu.
V prvnim kroku je opét u CDI1 substituovan atom chloru v poloze 6 benzylaminem
v tetrahydrofuranu (THF) za vzniku CDIS. [31] U CDIS je provedena alkylace poloze 9
pomoci jodmethanu v pfitomnosti NaH jako béaze. [32] V poslednim kroku je provedena
nukleofilni aromatickd substituce atomu chloru vpoloze 2 ethanolaminem

v dimethylformamidu za vzniku olomoucinu ve vytézku 89 %. [33]
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Obrazek 19. Schéma ptipravy olomoucinu.

2.3 Priprava donepezilu

Vychozi latkou pro ptipravu donepezilu je 5,6-dimethoxyindanon (DN1). [2] DNI1 se
piipravuje  z komeréné dostupného 3,4-dimethoxybenzaldehydu. Ten kondenzaci
s kyselinou malonovou poskytne substituovanou kyselinu skoficovou. [34] Kyselina
skoficova se hydrogenuje a poté intramolekularni acylaci cyklizuje na DN1, ktery je ziskan

ve vytézku 88 %. [35]

HO OH 4, PO, o
H3CO:©/CHO CO piperidin HSCODMO 2.TiCl, HaCO
+ —_— —_— >
H4CO 0 H,CO H4CO
HO DN1 88 %

Obrazek 20. Schéma ptipravy 5,6-dimethoxyindanonu.
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2.3.1 Priprava z 5,6-dimethoxyindanonu a N-benzylpiperidin-4-karbaldehydu

Ptiprava N-benzylpiperidin-4-karbaldehydu (DN2) se provadi zethyl piperidin-4-
karboxylatu, ktery je kondenzovan s benzylchloridem, ¢imz vznika DN3. Béhem reakce je
pouzit KoCOs pro odstranéni HCI, ktera je uvoliiovana v prib¢hu reakce. Ziskana sloucenina
DN3 je redukovana pomoci bis(2-methoxyethoxy)-hydridohlinitanu sodného, coz je silné
redukéni cCinidlo selektivné redukujici estery na alkoholy. Redukeci vznikly DN4 je
oxidovanan dle Swerna na DN2 pomoci oxalylchloridu, dimethylsulfoxidu a triethylaminu.

DN2 je ziskéan ve vytézku 96 %. [36]

0. _OEt cl Oy -OFt OH _0
(cocly,
N K,CO4 CeH16AINaO, DMSO,TEA
————— —— ———
N N N N
H J Y Y
DN4

DN3 DN2 96 %

Obrazek 21. Schéma ptipravy N-benzylpiperidin-4-karbaldehydu.

DN1 kondenzuje s DN2 v methanolovém roztoku NaOH za vzniku DNS. Nasledné¢ je DNS
redukovan na donepezil pomoci Raneyova niklu v pfitomnosti methansulfonové kyseliny
v prosttedi methanolu. Methansulfonova kyselina byla pouzita k preméné aldolového typu
produktu vytvofeného béhem kondenzace mezi 5,6-dimethoxyindanonem a N-
benzylpiperidin-4-karbaldehydem v pfitomnosti NaOH. Methansulfonovd kyselina
dehydratuje aldolovy typ produktu na DNS, ktery podstoupi redukci na donepezil, ktery je
poté preveden pomoci HCI a propan-2-olu na donepezil hydrochlorid, ktery je ziskan ve

vitezku 85 %. [36]
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Obrazek 22. Piiprava donepezilu z DN1 a DN2.

2.3.2 Priprava z 5,6-dimethoxyindanonu a pyridin-4-karbaldehydu

Slouc¢enina DN1 kondenzuje spolecné pyridin-4-karbaldehydem za pfitomnosti p-
toluensulfonové kyseliny. U wvzniklého produktu DN6 je provedena hydrogenace
pyridinového kruhu a dvojné vazby pomoci palladia na uhliku. V poslednim kroku je na
hydrogenovany produkt DN7 pfivadéna benzylovd skupina pomoci benzylbromidu za
pritomnosti Na,COs. Donepezil ziskany touto moznosti ptipravy byl ziskan ve vytézku 65

%. [37]
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Obrazek 23. Ptiprava donepezilu z DN1 a pyridin-4-karbaldehydu.

2.4 Priprava rivastigminu

Rivastigmin je U¢inny jako 1éCivo pouze ve formé (S)-izomeru, coZ znamena, Ze je
pfipravovan pomoci enantioselektivni syntézy. V prvnim kroku pfipravy je provedena
reduktivni aminace 1-(3-methoxyfenyl)ethanonu spolecné s (S)-1-fenylethylaminem za
ucasti isopropoxidu titani¢itého a Raneyova niklu. Vznikly produkt (RIV1) je poté podroben
N-methylaci za pouziti kyseliny mravenci a formaldehydu za ziskani RIV2. Pomoci HBr je
provedena demethylace methoxy skupiny a vznikly derivat RIV3 reaguje s N-ethyl-N-
methylkarbamoylchloridem, coz vede ke vzniku slou¢eniny RIV4. [38] U slouc¢eniny RIV4
byla provedena regioselektivni hydrogenolyza popsand Bringmannem a kolegy. Ti popsali,
ze u derivatl bis(a-methylbenzyl)amini s elektrondonorni skupinou, kterd zvySuje
elektronovou hustotu aromatického kruhu, mulZe probihat vysoce regioselektivni
hydrogenolyza. [39] Vznikly produkt RIVS z regioselektivni hydrogenolyzy byl podroben
N-methylaci za vzniku (S)-rivastigminu ve vytézku 85 %. [38]
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Obrazek 24. Schéma piipravy rivastigminu.

2.5 Priprava isokarboxazidu

2.5.1 Priprava vychozich liatek pro pripravu isokarboxazidu

Vychozimi latkami mohou byt methyl-5-methylisoxazol-3-karboxylat (ISO2) anebo
hydrazin 5-methyl-3-isoxazolkarboxylové kyseliny (ISO3). Tyto slouceniny jsou
pfipravovany z 5-methylisoxazol-3-karboxylové kyseliny (ISO1). ISO2 lze pfipravit
cyklizaci hexan-2,5-dionu pomoci HNOs3, kdy se reakéni smés refluxuje, poté nasleduje
u vzniklého produkt ISO1 kysele katalyzovana esterifikace methanolem v prostfedi H2SOq.
ISO2 byl ziskdn s vytézkem 40 %. Dalsi moznosti pfipravy je cyklizace ethyl-2,5-

dioxopentanoatu s hydroxylamin hydrochloridem v ethanolu, kdy se reakéni smés refluxuje
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za vzniku ISO1. Poté je ISO1 michan s oxalylchloridem v dichlormethanu (DCM) pfi
laboratorni teploté. Do reakéni smési je pomalu pfidavan hydrazin, ¢imz vznika produkt

ISO3 ve vytézku 51 %. [40]

o HNO3, Ho0 o
reflux MeOH, H,O HiC. _N,
H3CNCH3 —————— " o
o
0 CHa
1S02 40 %
HO™ =y
: —
c
o o 1. NH,0H.HCl Hs (COCl),, NoHy Q
k/u\ﬂ/o\/CHa EtOH, reflux ISO1 DOM.25°C__ HaN.\ A\ oN
————————— -
HiC I 2. Hy0, NaHCO;, Ho o
CHa
1S03 51 %

Obrazek 25. Schéma ptipravy vychozich latek pro naslednou syntézu isokarboxazidu.

2.5.2 Priprava isokarboxazidu

Ze slouceniny ISO2 je substituovana esterova skupina benzylhydrazin dihydrochloridem
v zasaditém prostfedim, které zajiSt'uje trimethylamin a jako rozpoustédlo je pouzit heptan.
Vznika vysledny isokarboxazid ve vytézku 82 %. ISO3 je podrobena reduktivni aminaci

s benzaldehydem, ptficemz vytézek pozadovaného isokarboxazidu €ini 83 %. [40]
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o) B) @@ ) isokarboxazid o ~ o5 n/:
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Obrazek 26. Schéma piipravy isokarboxazidu.
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CHARAKSTERISTIKA POUZITYCH PRiISTROJU A VYBAVENI

Teploty tani (#) uvedené v této bakalarské praci byly méteny na Koflerové bloku a nejsou
korigovany. K monitorovani reakci byla pouzita tenkovrstva chromatografie (TLC), ktera
byla provadéna na deskach typu Alugram Sil G/UV254 od firmy Macherey-Nagel. Jako
mobilni faze byly pouzity smési petrolether/ethyl-acetat v pomérech (v/v): systém a (1/1),
syst¢tm b (4/1). Dalsi metoda monitorovani reakce byla provadéna pomoci plynového
chromatografu spojeného s hmotnostnim spektrometrem vybaveny kvadrupolovym
hmotnostnim analyzatorem (Shimadzu, GC-Q-MS QP2010, Japonsko) a nebo pomoci
plynového chromatografu spojeného s hmotnostnim spektrometrem vybavenym trojitym
kvadrupélovym hmotnostnim analyzatorem (Shimadzu, GC-QqQ-MS, TQ2030, Japonsko)
Plynovy chromatograf (GC-Q-MS) byl vybaven kolonou EQUITY 1 (30 m x 0,32 mm X
1,0 um) nebo v piipadé¢ GC-QqQ-MS kolonou SH-I-1MS (30 m % 0.25 mm % 0.25 um). Pro
veskeré analyzy na plynovém chromatografu GC-Q-MS byl zvolen nasledujici teplotni
program: 100 °C/7 min; 30 °C/min s teplotou nésttiku 250 °C. Nosnym plynem bylo He,
iontovy zdroj: 200 °C, 70 eV. Na plynovém chromatografu GC-QqQ-MS byl zvolen
nasledujici teplotni program: 100 °C/5 min; 25 °C/min s teplotou nastiiku 250 °C. Nosnym
plynem bylo He, iontovy zdroj: 200 °C, 70 eV. Ve vypisech signalti z hmotnostnich spekter
jsou uvedeny hodnoty signal s relativnim zastoupenim nejméné 5 %, vyjma molekulovych
iontli. Hodnoty intenzit vybranych fragmentti jsou uvedeny v zavorce za hodnotou m/z. Oba

tyto pfistroje byly pouzity 1 pro kvalitativni analyzu.

NMR spektra byla méfena na ptistroji JEOL ECZ 400R/S3 (Jeol, Japonsko) pracujicim pfi
frekvenci 399,78 MHz ('H) a 100,53 MHz ('3C). Chemické posuny v '"H NMR spektrech
jsou uvadény v jednotkach ppm. Internim standardem bylo rozpoustédlo 'H: d(rezidualni
CHCI3) = 7,26 ppm, *C: d(rezidualni CDCl3) = 77,5 ppm. Pro zépis signalti z NMR spekter
byly pouzity nasledujici zkratky: s (singlet), d (dublet), t (triplet), m (multiplet), b (Siroky
signal).

Infracervena spektra (IR) byla méfena na pfistroji FTIR ALPHA-T (Bruker, Némecko)
v podobé KBr tablet. Pfi vypisu spekter z IR byly vyuZity nésledujici zkratky
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charakterizujici intenzitu absorp¢nich pési: s (silny), m (stfedni), w (slaby), ptipadn¢ také
jejich sitku: b (Siroky pas).
Mikrovlnami asistované syntézy byly provadény v mikrovinném reaktoru Discovery SP od

firmy CEM.
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4 PROVEDENE SYNTEZY

4.1 Syntéza N-(1-adamantyl)acetamidu

Adamantan (1) byl rozetien v tfeci misce a bylo navazeno 5 g (0,037 mol) rozetfeného
adamantanu. Poté byla navazka rozpusténa v 8 cm? acetonitrilu v bafice o objemu 50 cm?®.
Do vzniklého roztoku bylo pomalu pfiddvano 28 cm? koncentrované H2SOs (0,518 mol)
pomoci Pasteurovy pipety. Béhem ptidavani H>SO4 byla reakéni smés chlazena na vodni
lazni. Po pfidani veskeré H>SO4 byla reakéni smés 2,5 hodiny michana pfti teploté 65 °C.
Reakce byla monitorovana pomoci GC-Q-MS. Reakce byla ukonc¢ena filtraci za sniZzené¢ho
tlaku. Nésledné bylo do filtratu pfidano 150 cm® destilované vody. Vodna faze byla
extrahovana dichlormethanem (3 x 50 cm?®). Spojené organické podily byly promyty
nejdiive destilovanou vodou (3 x 50 cm?) a poté nasycenym roztokem NaCl (3 x 50 cm?).
Nasledné byla organickd faze vysuSena nad bezvodym NaxSOs4 po dobu 24 hodin. Po
vysuSeni bylo odpateno rozpoustédlo pomoci RVO a byl ziskan bily krystalicky prasek.

N-(1-adamantyl)acetamid (2)

Titulni latka byla ziskana v podobé¢ bilého krystalického prasku ve vytézku 2,83 g (40 %).
Teplota tani (#): 150-155 °C

IR (KBr): 3317 (s), 2908 (s), 2849 (s), 1650 (s) cm .

TH NMR (CDCls, 400 MHz): & 1,68 (m, 6H, CHx(Ad)); 1,91 (s, 3H, CHs); 2,00 (m, 6H,
CHa(Ad)); 2,07 (m, 3H, CH(Ad)); 5,11 (bs, 1H, NH,) ppm.

Spektralni charakteristiky se shoduji s nalezenymi odborn¢ literature. [41] [42]

4.2 Syntéza 1-adamantylaminu

Bylo navazeno 200 mg (1,03 mmol) N-(1-adamantyl)acetamidu (2) do banky o objemu
25 cm’. Navéazka byla rozpusténa ve 3 cm?® tetrahydrofuranu a vznikly roztok byl vychlazen
na 0 °C. Po vychlazeni roztoku bylo ptidano 250 pl pyridinu (3,10 mmol). Do reakéni smési
bylo opatrné piidavano 250 ul oxalylchloridu (2,91 mmol). Davkovani oxalylchloridu bylo
provedeno ve ttech porcich (3 x 83 pl) po 5 minutach, kdy po pfidani posledniho podilu byla
reakéni smés michana po dobu 30 minut. Poté byla odstranéna ledova lazen a reakéni smés

byla temperovana na laboratorni teplotu. Poté, co byla reakéni smés vytemperovana na
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laboratorni teplotu, bylo pfidano do reakéni smési 150 pl (2,06 mmol) propylenglykolu.
Priibéh reakce byl monitorovana pomoci GC-Q-MS. Reakce byla ukonéena ptidanim 2 cm?
ethanolu. Smés byla zahusténa na RVO a nasledné bylo ptidano 15 cm? destilované vody
a smés byla 30 minut michdna. Po 30 minutach michéni bylo upraveno pH na 11 pomoci
1M NaOH. Organick4 faze byla extrahovéana do dichlormethanu (3 x 15 cm?) a poté promyta
destilovanou vodou (3 x 15 cm?). Organicka faze byla susena nad bezvodym Na>SOu po
dobu 24 hodin. Na zavér bylo odpafeno rozpoustédlo pomoci RVO a byl ziskan bily
krystalicky prasek.

1-adamantylamin (3)

Titulni latka byla ziskana v podobé¢ bilého krystalického prasku ve vytézku 68 mg (35 %).
Teplota tani (¢): 150155 °C

IR (KBr): 3317 (s), 2908 (s), 2849 (s), 1650 (s) cm ™.

TH NMR (CDCls, 400 MHz): 51,61 (m, 12H, CH2(Ad)); 1,86 (s, 3H, CH(Ad)); 2,06 (s, 2H,
NH>) ppm.

Spektralni charakteristiky se shoduji s nalezenymi odborné literatute. [43] [44]

4.3 Syntéza N-(1-adamantyl)-4-methylbenzamidu

Bylo navazeno 350 mg (2,31 mmol) 1-adamantylaminu (3) do bafiky o objemu 50 cm®.
Navazka byla rozpusténa v 10 cm? dichlormethanu. Mikropipetou bylo do vzniklého roztoku
pfidano 714 pl (5,08 mmol) triethylaminu. Reakéni smés byla umisténa do ledové lazné
aochlazena na 0 °C. Po ochlazeni byl do reakéni smési pomalu piidavan roztok 4-
methylbenzoylchloridu (320 pl, 2,43 mmol) v 6 cm® dichlormethanu. Davkovani tohoto
roztoku bylo provedeno ve &tyfech porcich (4 x1,5 cm?) po 5 minutach. Po pfidéani celého
objemu roztoku byla reakéni smés michéna pod inertni N2 atmosférou po dobu 2 hodin pfi
0 °C. Po 2 hodinach byla odejmuta ledova lazen a smés michéna pfti laboratorni teploté po
dobu 24 hodin. Reakce byla monitorovana pomoci TLC (systém a). Po spotiebovani veskeré
vychozi latky byla reakce ukonéena piiddnim 10 cm® 1M HCI za stalého michéni po dobu
30 minut pfi laboratorni teploté. Organické faze byla nasledné extrahovana 1M NaOH (3 x
20 cm?®) poté promyta 10% roztokem Na,COs3 (3 x 15 cm?), destilovanou vodou (3 x 15 cm?)

a nakonec nasycenym roztokem NaCl (3 x 15 cm?). Organick4 fize byla kvantitativng
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pievedena do Erlenmayerovy batiky o objemu 150 cm?® a susena nad bezvodym Na>SO4 po
dobu 24 hodin. Na zavér bylo odpaieno rozpoustédlo pomoci RVO, ¢imz byl ziskan bily
krystalicky prasek.

N-(1-adamantyl)-4-methylbenzamid (4a)

Titulni latka byla ziskana v podob¢ bilého krystalického prasku ve vytézku 528 mg (85 %).
Teplota tani (#): 153—158 °C

IR (KBr): 3325 (s), 3038 (W), 2912 (s), 2849 (m), 1635 (s), 1538 (s), 1504 (s), 757 (m) cm .

TH NMR (CDCls, 400 MHz): 51,73 (m, 6H, CH(Ad)); 2,12 (m, 9H, CH2(Ad)); 2,38 (s, 3H,
CH3); 5,75 (s, 1H, NH); 7,20 (d, /= 7,7 Hz, 2H, Ph); 7,61 (d, J= 8,1 Hz, 2H, Ph) ppm.

Spektralni charakteristiky se shoduji s nalezenymi odborné literatute. [45] [46]

4.4 Bromace N-(1-adamantyl)-4-methylbenzamidu

4.4.1 Metoda A: bromace provedena konvenénim zpiisobem

Bylo navadzeno 50 mg (0,186 mmol) N-(1-adamantyl)-4-methylbenzamidu (3) do banky
o objemu 10 cm’. Navazka byla rozpusténa v 5 cm?’ bezvodého tetrachlormethanu. Do
vzniklého roztoku bylo pfidano 33,8 mg (0,190 mmol) N-bromsukcinimidu. Reakce byla
iniciovana katalytickym mnozstvim dibenzoylperoxidu a nasledn€¢ byla reak¢ni smés
refluxovana pod inertni atmosférou tvofenou pomoci N». Reakce byla monitorovdna pomoci
TLC (systém b). Reakce byla ukonéena pii vzniku vedlejSich produktl zjisténych pomoci
TLC. Z reak¢ni smési byl odfiltrovan sukcinimid a ziskany filtrat byl odpafen do sucha na
RVO. Ziskany zlutohnédy olej byl ptecistén pomoci sloupcové chromatografie s pouzitim

mobilni faze systému b.

4.4.2 Metoda B: bromace pomoci mikrovinného reaktoru

Do zkumavky urcené pro mikrovinami asistované syntézy bylo navazeno 50 mg (0,186
mmol) N-(1-adamantyl)-4-methylbenzamidu (3). K navézce bylo pfidano 39,7 mg (0,223
mmol) N-bromsukcinimidu a smés byla rozpusténa ve 4 cm® dichlormethanu. Do reakéni
smési bylo pfidano katalytické mnoZstvi dibenzoylperoxidu. Zkumavka byla umisténa do
mikrovinného reaktoru. Reakce probihala cyklech (3 X 40 minut a 1 x 20 minut). Podminky
v mikrovlnném reaktoru byly zvoleny na: P =100 W, p = 1,38 MPa at =90 °C. Po kazdém



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

cyklu byl proveden monitoring reakce pomoci TLC (systém b) a zaroven pomoci GC-QqQ-
MS. Reakce byla ukonéena po dosazeni vyssiho zastoupeni produktu oproti vychozi latce ve
smési za vzniku co nejmenSiho mnozstvi vedlejSich produkt. Reakéni smés byla ziedéna
25 cm?® dichlormethanu, promyta KoCOs (3 x 20 ¢cm?), destilovanou vodou (3 x 20 cm?)
a nasycenym roztokem NaCl (3 x 20 cm?). Organicka faze byla suSena nad bezvodym
NaSO4 po dobu 24 hodin. Po vysuseni bylo odpateno rozpoustédlo pomoci RVO za ziskani
zlutého oleje. Vznikly olej byl piecistén pomoci sloupcové chromatografie s pouzitim

mobilni faze systému b.
N-(1-adamantyl)-4-(brommethyl)benzamid (5a)

Titulni latka byla ziskdana v podob¢ bilého krystalického prasku metodou A: 9 mg (14 %);
metodou B: 15 mg (22 %). Teplota tani (#): 124—129 °C

IR (KBr): 3250 (W), 2907 (m), 2850 (w), 1632 (m), 1542 (m), 1505 (w), 1453 (w), 1409
(W), 1325 (w), 1185 (w), 798 (W), 692 (w) cm™ .

TH NMR (CDCls, 400 MHz): 61,73 (m, 6H, CH(Ad)); 2,12 (m, 9H, CH2(Ad)); 4,49 (s, 2H,
PhCH2Br); 5,74 (s, 1H, NH); 7,43 (d, J= 8,1 Hz, 2H, Ph); 7,68 (d, /= 8,1 Hz, 2H, Ph) ppm.
13C NMR (CDCls, 100 MHz): & 29,7, 32,5, 36,5, 41,9, 52,6, 127.4, 129,3, 136,3, 140,9
ppm.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Uvod do diskuzni &asti

Cilem této prace bylo pfipravit stavebni bloky obsahujici adamantanovy a benzylaminovy
motiv, které budou vzijemné spojeny amidovou vazbou nebo pies sekundarni amin
umistény blize k adamantanovému motivu a methylovy mustek umistény blize
benzylaminovému motivu. Pro methylaminovou skupinu benzylaminu bylo navrzeno
usporadani substituce v poloze para a v poloze meta. Tyto stavebni bloky by mély byt
v budoucnu vyuZity k cilené modifikaci biologicky aktivnich latek. Struktura uvaZzovanych
stavebnych blokl je naznacena na Obrazku 27, kde je Cervené zvyraznény adamantanovy
motiv, modie zvyraznény benzylaminovy motiv, oranzové zvyraznéni pak nalezi uspotradani
obsahujicimu sekundarni amin s methylovym mistkem nebo amidové vazbé. Cil této prace
lizce souvisi odvedenou praci ve vyzkumné skupiné doc. Roberta Vichy na Ustavu chemie
FT UTB ve Zliné. Tato vyzkumna skupina se zabyvala syntézou stavebnich blokl na bazi
anilinu a benzylaminu, které byly poté pouzity pro cilenou modifikaci biologicky aktivnich
latek na bazi 2,6,9-trisubstituovanych purini [47] nebo purinovych nukleosidi. [48] Cilem
této modifikace bylo ptipravit u¢inné inhibitory cyklin-dependetnich kindz. Stavebni bloky
s benzylaminovym motivem disponuji, oproti stavebnim blokiim na bazi anilinu, moznosti
rotace kolem jednoduché vazby NH; skupiny a vy3$8i hodnotou bazicity. Toto mlze mit
pozitivni vliv na biologickou aktivitu cilové molekuly. Dalsi vyznamny vliv na biologickou
aktivitu mize mit i amidové uspofadani, které nabizi jak donorovou skupinu (NH skupina
amidu) tak 1 akceptorni skupinu (oxoskupina) vodikovych vazeb, které mohou zabezpecovat

pevnéjsi vazbu ligandu v aktivnim misté cilového receptoru.

@ | ~ /NH2 @ | = JNH>

= =

—%—/NHz

substituce: meta,para

Obrazek 27. Struktura uvazovanych stavebnich blokii.
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Synteticky plan (Obrazek 28) byl navrzen na zikladé studia odborné literatury a ze
ziskanych poznatkii na zacatku tohoto projektu. Prvni dilezita syntéza byla dvou krokova
pfiprava 1-adamantylaminu (3) z adamantanu (1). S I-adamantylaminem (3) m¢la byt
uskutecnéna kondenzace s prisluSnymi methylbenzyl derivaty za zisku sloucenin 4a,b
a 8a,b. Slouceniny 4 a 8 m¢ly dale podléhat bromaci methylové skupiny za vzniku
bromderivati 5a,b a 9a,b. Tyto mély byt dale podrobeny nukleofilni azidaci za zisku latek
6a,b a 10a,b. V poslednim kroku méla byt provedena redukce azidové skupiny na primarni

aminoskupinu za vzniku slouc¢enin 7a,b a 11a,b.

O SRR SR

i 4b (meta)
i‘ ; 9\ /\G_CHa
8a (para) @\
8b (meta)
5a (para)
Sb (meta)
e
9a (para) @\
9b (meta)
6a (para)
6b (meta)
By i
=
10a (para) @
10b (meta) NH2

—CH

Ta (para)
i 7b (meta)
Ma para)
11b (meta)

Obrazek 28. Navrzeny synteticky plan.
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5.2 Syntéza N-(1-adamantyl)acetamidu

Prvni syntézou této prace byla piiprava N-(1-adamantyl)acetamidu (2). Béhem prvnich
»zkuSebnich* reakci bylo dosaZeno velmi malych vytézku, které se pohybovaly okolo 20 %.
Po nasledné optimalizaci reak¢énich podminek, naptiklad nadrcenim adamantanu (1) nebo
pfidani vétsiho nadbytku acetonitrilu do reakéni smési, se podafilo ziskat slouceninu 2 ve
vytézcich okolo 40 %. Struktura a Cistota acetamidu 2 byla identifikovana pomoci plynové
chromatografie s hmotnostné-spektrometrickou detekci (GC-MS) a také pomoci protonové

nuklearni magnetické rezonance ('"H NMR).

@ +  HiC—=N %% HZSO4 @\

1 2(40%

Obrazek 29. Schéma syntézy slouceniny 2.

Prvotni kontrola Cistoty produktu a ur€eni struktury bylo provedeno pomoci GC-MS
analyzy. V chromatogramu byl pozorovan pouze jeden pik s retenénim ¢asem 8,20 min,
z tohoto diivodu lze usuzovat, Ze sloucenina je chromatograficky cista. Struktura slouceniny
2 byla potvrzena pomoci ziskaného hmotnostniho spektra, ve kterém byl pozorovén ion,
jehoz hodnota m/z 193 odpovidéa exaktni molekulové hmotnosti slou€eniny 2. Dale byl ve
spektru pozorovan iont o m/z 43, ktery odpovida acetylové skupiné (Obrazek 30).
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Obrazek 30. Chromatogram a hmotnostni spektrum slouceniny 2.
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Struktura amidu 2 byla poté ovéfena pomoci 'H NMR analyzy (Obrazek 31). Ve spektru
v alifatické oblasti byly pozorovany dva multiplety (Ha, Hyv, He) pochéazejici z atomti vodiku
adamantanového motivu. Mezi témito multiplety 1ze vidét singlet s posunem 1,91 ppm (He)
pochézejici z atomil vodiku methylové skupiny z acetylového zbytku. V oblasti 5,00 az 5,20
ppm lze pozorovat mirné rozsiteny singlet (Ha) pochdzejici z atomu vodiku amidové
skupiny. Po vyhodnoceni integralnich intenzit, kdy adamantanovému motivu odpovidalo
patnact atoml vodiku, methylové skupiné acetylu odpovidaly tii atomy vodiku a amidové
skupin€ odpovidal jeden atom vodiku, byl ziskan soucet devatenact atomt vodiku,

odpovidajici po¢tu atomti vodiku zastoupenych ve struktute slouceniny 2.

CHCI,

a b c

s
it

H,O

. A
AN - ; A~ (NP S T—

8.0 710 6.0 5.0 4?0 3,‘(} 2.0 1.0
chemicky posun [ppm]

Obriazek 31. 'H NMR spektrum slouéeniny 2.

5.3 Syntéza 1-adamantylaminu

Dalsi syntézou, ktera v ramci tohoto projektu nasledovala, byla ptiprava klicové slouceniny,
a sice 1-adamantylaminu (3). Tato syntéza spocCivala v deacetylaci slouceniny 2. Z odborné
literatury pouzity postup této syntézy se provadi v bezvodém tetrahydrofuranu
a v pritomnosti pyridinu, oxalylchloridu a propylenglykolu. V prvni fazi reakce probihala
pii teplotach < 0 °C, kdy do reakcni smési byl pfidan pyridin a oxalylchlorid. Po pfidani

téchto reaktantli byla reakéni smés michana po dobu 30 minut. Nasledné byl pfidén do
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reakéni smési propylenglykol a smés byla michana pfi laboratorni teploté dalSich 6 hodin.
Tento postup vedl k nizkym vytézkiim pohybujicim se mezi 5 az 20 %. Z tohoto divodu
byly provedeny experimenty, v nichz byl oxalylchlorid nahrazen thionylchloridem. Nejprve
byla provedena reakce, kde byl vychozi acetamid 2 rozpustén v methanolu a refluxovan po
dobu 4 hodin. Pfi monitorovani reakce pomoci GC-MS bylo zji§téno, Ze se v reakéni smési
nachdzel pouze vychozi acetamid 2 a bylo tedy usouzeno, ze reakce neprobehla. V dalsim
pokusu bylo postupovano jako u reakce s oxalylchloridem, akorat byl nahrazen
thionylchloridem, ale jak bylo zji§t€éno pomoci GC-MS, tento postup nevedl ke kyZzenému
aminu 3. Jelikoz pouziti thionylchloridu nevedlo k lepsim vysledkiim, byly dalsi syntézy
provadény pomoci oxalylchloridu. Byly upraveny reakéni podminky zvysenim piidavki
pyridinu a oxalylchloridu. Po upraveni reakénich podminek bylo dosaZeno vytézku 35 %

(Obrazek 32).
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Obrazek 32. Schémata syntéz slouceniny 3.

V chromatogramech reak¢énich smési reakci provadénych pomoci thionylchloridu, I1ze vidét

pouze piky s reten¢nimi ¢asy odpovidajici vychozi sloucenin€ 2 (Obrazek 33).
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Obrazek 33. Chromatogramy reak¢nich smési neuspesnych pokusti o ptipravu aminu 3.

Kontrola ¢istoty a struktury aminu 3, ziskané¢ho vyse popsanou uspésné provedenou reakci,
byla provedena pomoci GC-MS analyzy (Obrazek 34). V chromatogramu lze vidét dva piky
s reten¢nimi ¢asy 5,80 min a 8,19 minuty. Druhy zminovany pik patii vychozi sloucening 2,

proto bylo ptedpokladéno, Ze dominantni pik by mél nalezet pozadovanému produktu. Tento
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ptedpoklad byl potvrzen diky ziskanému hmotnostnimu spektru, ve kterém byl pozorovan
ion, jehoz hodnota m/z 151 odpovida exaktni molekulové hmotnosti slouceniny 3.

Ptipraveny produkt nebyl zcela Cisty, piesto byl bez dalsi purifikace pouzit do dalsi syntézy.
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Obrazek 34. Chromatogram a hmotnostni spektrum slouceniny 3.

Struktura slou¢eniny 3 byla ovéfena rovnéz pomoci 'H NMR analyzy (Obrazek 35). Ve
spektru byly v alifatické oblasti pozorovany dva multiplety (Ha, Hp, Hc) pochazejici z atomt
vodiku adamantanového motivu. Déle Ize ve spektru vidét singlet s posunem 2,06 ppm (Ha),
ktery pochazi z atomd vodiku primarni aminové skupiny. Po vyhodnoceni integralnich
intenzit, kdy adamantanovému motivu odpovidalo patnact atomil vodiku a primarni aminové
skupin€ odpovidaly dva atomy vodiku, bylo usouzeno, Ze se skute¢n¢ jedna o slouceninu 3.

Ziskané NMR spektrum je rovnéz v souladu se spektrem uvedenym v literatufe. [44]
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Obrazek 35. 'H NMR spektrum sloueniny 3.

5.4 Syntéza N-(1-adamantyl)-4-methylbenzamidu

Po ziskani 1-adamantylaminu (3) nasledovala syntéza N-(1-adamantyl)-4-methylbenzamidu
(4a). Ziskany amin 3 byl kondenzovdn s 4-methylbenzoylchloridem za ptitomnosti
triethylaminu (TEA). Reakce probihala v bezvodém dichlormethanu po dobu 16 hodin.
Takto provedend reakce poskytla poZzadovany produkt 4a ve velmi dobrém vytézku 85 %
(Obrazek 36). Pro pokus docilit jest¢ lepSich vytézkl byla reakce provedena dvakrat pfti
stejnych reakénich podminkéch, jedinou tpravou tak bylo prodlouzeni reakéni doby na 32,
respektive na 64 hodin. Prodlouzeni reakéni doby vSak nemélo na vytézky zadny vliv.

Celkovée bylo ptipraveno 934 mg slouceniny 4a.

@\ N 0 TEA, CH,Cl, @\ 0
— i
3 CH, CH

4a (85 %)

3

Obrazek 36. Schéma syntézy slouceniny 4a.
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Pomoci dostupnych spektralnich metod (GC-MS, IR a NMR) byla ovéfena cistota
a navrzena struktura ziskané¢ho produktu. V chromatogramu (Obrazek 37) byly pozorovany
dva piky s retencnimi ¢asy 8,19 minut a 16,44 minut. Prvni pik s reten¢nim casem 8,19 minut
nalezi N-(1-adamantyl)acetamidu (2), ktery je reziduem z piedchozi syntézy aminu 3.
Pomoci hmotnostni spektrometrie byla urcena struktura slouceniny odpovidajici piku
s reten¢nim ¢asem 16,44 minut. V hmotnostnim spektru byl pozorovan ion o m/z 269

odpovidajici exaktni hmotnosti pozadované slouceniny 4a.

119
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g

0] 212 M+‘
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Obrazek 37. Chromatogram a hmotnostni spektrum slouceniny 4a.

Pro potvrzeni struktury této latky byla rovnéZz provedena 'H NMR analyza (Obrazek 38).
Multiplety s hodnotami 1,70-2,13 ppm pochazeji z atomi vodiku adamantanového motivu.
Déle lze v alifatické oblasti pozorovat singlet s chemickym posunem 2,39 ppm, ktery
pochézi z atoml vodiku methylové skupiny vazané na benzenové jadro. Signal s posunem
5,76 ppm (v podobé mirné rozsiteného singletu) byl pfifazen atomu vodiku z amidové
funk¢ni skupiny. V aromatické oblasti 1ze vidét dva dublety (7,21 a 7,62 ppm), které
odpovidaji atomiim vodiku z para substituovaného benzenového jadra. Ve spektru Ize také
vidét nepfili$ intenzivni signaly rezidui. Signal s hodnotou 5,76 ppm byl pfisouzen atomim
vodiku z dichlormethanu, ktery byl pouZit pii reakci jako rozpoustédlo. Dalsi signal pattici
reziduu s hodnotou 1,59 ppm je pfisuzovan atomum vodiku vody, ktera mize pochéazet

z rozpoustédla (CDCIl3) pouzitého pti NMR analyze.
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Obrazek 38. 'H NMR spektrum sloudeniny 4a.

5.5 Bromace N-(1-adamantyl)-4-methylbenzamidu

Dalsi provedenou syntézou byla radikdlova bromace methylbenzamidu 4a pomoci N-
bromsukcinimidu (NBS) a dibenzoylperoxidu (DPBE). Nejprve byla syntéza provadéna
konvenénim  zplsobem, kde  vychozi sloucenina 4a  byla  rozpusSténa
v bezvodém tetrachlormethanu, do vzniklého roztoku byl pfiddn NBS a katalytické mnozstvi
DPBE. Reak¢ni smés byla refluxovana po dobu 8 hodin a pritbéh reakce byl monitorovan
pomoci TLC. Pfi monitorovani priabéhu reakce se ukazalo, Ze v reakéni smési vznikaji
vedlejsi produkty a u tohoto zplisobu byla zjisténa rovnovaha mezi tetrachlormethanem
(rozpoustédlo) a vznikajicimi bromovanymi produkty. Reakéni smés byla diky vzniku
vedlejSich produktl velmi obtizné¢ purifikovatelnd pomoci sloupcové chromatografie.
Z tohoto ditvodu cinil vytézek této reakce pouze 14 % (Obrazek 39). Struktura ptecisténého

produktu byla navrzena pomoci GC-MS a 'H NMR.
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Obrazek 39. Schéma bromace provedena konvenénim zptisobem.

Za Ucelem zabranéni (nebo alesponl minimalizaci) vzniku vedlejSich produkti byly
provedeny syntézy s vyuzitim mikrovinného reaktoru. Reaktanty byly pouzity stejné jako
pii konvenénim zptisobu, jedinou zménou bylo pouziti dichlormethanu jako rozpoustédla
namisto tetrachlormethanu, aby se zabrdnilo vzniku rovnovahy, kterd byla pozorovéana
u konvenéniho zpisobu. Nejprve byla u syntézy asistované mikrovinami provedena
optimalizace podminek mikrovinného reaktoru. Reakéni podminky byly navrzeny
nasledovné: vykon 100 W, tlak 1,38 MPa, teplota 90 °C a reak¢éni doba 140 minut.
Mikrovlnami asistované syntézy vedly ke vzniku mensiho mnozstvi vedlejsich produkti. Po
ptecisténi surové smesi pomoci sloupcové chromatografie byl ziskdn pozadovany produkt

ve vytézku 22 % (Obrézek 40).

@\ 0 NBS, DPBE, CHpCh @\ o)
HJK@ 100 W, 1,38 MPa, 90 °C HJ\©\/
CH Br

4a ’ 5a (22 %)

Obrazek 40. Schéma bromace pomoci mikrovlnného reaktoru.

Pomoci GC-MS byl provadén monitoring reakci obou zptsobli syntézy a také kontrola
Cistoty purifikovaného produktu po sloupcové chromatografii. V chromatogramu
purifikovaného produktu (Obrazek 41) lze vidét dva piky s reten¢nimi casy 12,90 min
a 17,20 min. Znamena to, Ze purifikace nebyla dokonala, coz bylo zpiisobeno velmi blizkymi
retencnimi Casy obou latek ve vSech vyzkouSenych kombinacich mobilnich fazi. Pik
s reten¢nim casem 12,90 min byl na zéklad¢ studia hmotnostniho spektra ptisouzen vychozi
slouceniné¢ 4a. Divodem neshody retencnich casi s predchozim chromatogramem

slouceniny 4a (Obrazek 37) a nynéjsim chromatogramem je ten, ze byl pouzit jiny plynovy
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chromatograf obsahujici jinou chromatografickou kolonu. U piku s retenénim cCasem
17,20 min bylo také vyhodnocovano hmotnostni spektrum, ve kterém byl pozorovan ion
o m/z 347/349 odpovidajici exaktni hmotnosti pozadované slouceniny Sa. Pravé piitomnost
tonta lisicich o 2 m/z, spolu s jejich pfibliznou intenzitou v poméru 1:1, znaci, ze dana

sloucenina obsahuje ve své struktuie jeden atom bromu.
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Obrazek 41. Chromatogram a hmotnostni spektrum slouceniny Sa.

Jak bylo zminéno vyse, pomoci GC-MS byl provadén monitoring reakci provadénych obéma
zpisoby, tedy konvencné a pomoci mikrovlnami asistované syntézy. Na Obrazku 42 lze
vidét dva chromatogramy odpovidaji surovym reakénim smésim ziskanych v pribéhu
konvenéni a mikrovlnami asistované syntézy. Z mensSiho poctu vedlejSich produkt
amnoZzstvi vyssi relativni intenzity produktu ve smési lze usoudit, Ze vyhodnéjsi byly
syntézy provadéné v mikrovinném reaktoru. Zvyraznéni pik s retencnim ¢asem 17,20 min

(v druhém chromatogramu 17,26 min) odpovida pozadovanému produktu.
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Obrazek 42. Chromatogramy reak¢nich smési bromace provadéné konvenéné a pomoci
mikrovinného reaktoru.

Pomoci NMR byla urcena struktura produktu pfeciSténého pomoci sloupcové
vztahu k tvorbé poZzadovaného produktu, singlet s chemickym posunem ~ 4,50 ppm (Hy),
ktery odpovida atomim vodiku methylenové (CHz) skupiny umisténé¢ mezi atomem bromu
a benzenovym jadrem. Dal$im dikazem pro potvrzeni struktury bylo nezménéni signalt
dubletd, které byly vidény '"H NMR spektru benzamidu 4a a odpovidaji atomim vodiku
z para substituce benzenového jadra. Také lze vidét signaly multiplet v alifatické oblasti
(Ha, Hyp, Hc), které odpovidaji atomiim vodiku z adamantanového motivu a taktéz v oblasti
5,60-5,80 ppm je vidét mirn€ rozSifeny singlet pochazejici z atomu vodiku amidové

skupiny.
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Obrazek 43. 'H NMR spektrum slouceniny 5a.
Z divodu ptetrvavajicich problémi s nizkymi vytézky, v nichz byla ptipravena sloucenina
5a, a velmi komplikované purifikaci, v danou chvili uvazujeme moznosti jeji syntézy jinou
cestou. Na Obrazku 44 jsou zobrazena schémata uvazovanych syntéz. Prvni mozZnosti
syntézy (modry ramecek) je reakce adamantanu (1) skomeréné dostupnym 4-
(brommethyl)benzonitrilem. Druhou moznost (¢erveny ramecek) piedstavuje pfima syntéza
slouceniny 7a, ktera by se uskutec¢nila reakci 4-(aminomethyl)benzoylchloridu pfipraveného
z komercéné dostupné 4-(aminomethyl)benzoové kyseliny. Poté by byl ponechan reagovat

piipraveny chloridu s 1-adamantylaminem (3) za vzniku slou€eniny 7a.

Br 0
b Br
5a

1
/ o) o)
HO —> (]
NH2 NH;
0 0
o+ o — = K
NHz NH, H NH,

\ 3 7a j

Obrazek 44. Uvazované moznosti syntézy slouceniny Sa a 7a.

\
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ZAVER

Tato bakalaiska prace se zabyvala piipravou stavebnych bloki na béazi adamantanu
obsahujicich benzylaminovy motiv. V prvnim kroku byl pfipravovan N-(1-
adamantyl)acetamid (2), ktery byl nasledn¢ podroben hydrolyze vedouci k ptipravé 1-
adamantylaminu (3). Vzhledem k tomu, ze vytézky provedenych reakci byly nizké, byly
provedeny pokusy s thionylchloridem za vidinou zlepSeni vytézkli, ovSem jak nasledna

analyza GC-MS reakc¢nich smési ukazala, tyto reakce neprobihaly, tudiz jsme se vratili

k syntéze s pouzitim oxalylchloridu.

Dalsi provedenou reakci byla kondenzace 1-adamantylaminu (3) s 4-
methylbenzoylchloridem, kterd byla provedena bez vyznamnéjSich problémil. Nejvetsim
,»ofiskem* se tak stala naslednd bromace N-(1-adamantyl)-4-methylbenzamidu (4a). U této
syntézy se nedafilo ziskat pozadovany produkt v uspokojivych vytézcich a Cistoté, aby
mohla byt provedena naslednd  nukleofilni  azidace  N-(1-adamantyl)-(4-
brommethyl)benzamidu (5a). Struktura vSech piipravenych sloucenin byla navrzena na

zékladé vysledki ziskanych pomoci b&znych spektralnich metod (GC-MS, NMR, IC).

V nasledujicich mésicich je planovano navrzeni nové syntetické strategie vedouci k ptiprave
uvazovanych sloucenin. MoZnosti se nabizi vicero. Jednou z nich je pokracovani ve snaze
pfipravit N-(1-adamantyl)-(4-brommethyl)benzamid (5a), poté provést jeho nukleofilni
azidaci a nasledné redukci azidu na primarni aminoskupinu za zisku N-(1-adamantyl)-4-
(aminomethyl)benzamidu (7a). Dal$i moznou variantou je pfikro€it k zakoupeni vhodného
komer¢né dostupného prekurzoru, naptiklad 1-(aminomethyl)benzoové kyseliny, z niz by
mohl byt pfipraven odpovidajici chlorid kyseliny, ktery by reakci s aminem 3 mél
poskytnout pozadovany produkt 7a. Po ziskani dostate¢ného mnozstvi uvazovanych
sloucenin 7a, 7b, 11a a 11b bude vybran vhodny farmakofor pro ndslednou ptipravu

sloucenin s moznou biologickou aktivitou.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ADP adenosindifostat

ATP adenosintrifosfat

CDK/s cyklin-dependentni kinaza/y

DCC dicyklohexylkarboimid

DMF dimethylformamid

DNA deoxyribonukleova kyselina

DPBE dibenzoylperoxid

FDA Food and Drug Administration

GC-MS plynova chromatografie s hmotnostné-spektrometrickou detekci
ICso koncentrace latky inhibujici 50 % aktivity enzymu
IR infracervena spektroskopie

NBS N-bromsukcinimid

NMR nuklearni magnetické rezonance

Pd/C paladium na uhliku

p-TSA p-toluensulfonova kyselina

RVO rotacni vakuova odparka

TEA triethylamin

THF tetrahydrofuran

TLC tenkovrstva chromatografie

6-APA 6-aminopenicilanova kyselina

7-ACA 7-aminocefalosporanova kyselina
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